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POVZETEK 
Uporaba različnih spektroskopskih tehnik (ICP-MS, ICP-OES in AAS) pri 
določevanju kovin v bezgu 
Namen magistrskega dela je določiti vsebnosti kovin v vzorcih bezga. V prvem delu 
magistrske naloge smo analizirali vsebnost kovin v različnih delih bezga: Testne 
korenine, D 103 C Jagode, 3/8 Socvetja, Testni listi, Snigra BB Peclji, Testni poganjki 
in 4/16 Lubje. Zaradi največjih odstopanj v vsebnosti kovin smo se z nadaljnjim 
raziskovanjem usmerili na analize vsebnosti kovin v lubju in mladih poganjkih. Lubje 
in mladi poganjki zajemajo tretje in četrte generacije medvrstnih križancev bezga, ki 
obsegajo kombinacije dveh, treh ali štirih speciesov: črni (Sambucus nigra), modri 
(S. cerulea), rdeči (S. racemosa) in javanski (S. javanica). Skupaj s svojimi 
podvrstami smo v raziskavo vključili tudi samostojno vrsto S. nigra. Nekatere 
vzorčene rastline imajo enak zapis (enako starševsko strukturo), vendar zaradi 
genetske segregacije predstavljajo različne genotipe. V analizo smo vključili tudi 
nekatere klone (C1). Vzorce smo pripravili s klasičnim kislinskim in mikrovalovnim 
razklopom in določili vsebnosti kovin z uporabo različnih spektroskopskih tehnik 
(ICP-OES, AAS in ICP-MS). Pred začetkom analize smo vzorce ustrezno pripravili 
s kislinskim razklopom s segrevanjem nad gorilnikom (uporaba H2SO4, HNO3 in 
H2O2) in uporabo MW razklopa.  Primerjali smo rezultate vsebnosti kovin pridobljenih 
z različnimi spektroskopskimi tehnikami.  
 
V okviru magistrskega dela smo ugotavljali tudi linearnost, LOD, LOQ, ponovljivost, 
interval zaupanja in iskanje ubežnika s pomočjo Dixonov in Grubbsov testa za 
izračun ubežnikov. S statističnimi testi: Spearmanov koeficient in Kruskal – Wallis-
ov test smo preučevali povezave med posameznimi elementi in ničelno hipotezo, da 
so populacije mediane enake. Ugotavljali smo vpliv valovne dolžine na koncentracije 
kovin. S pomočjo razklopa z dušikovo(V) kislino, različnih ekstrakcij kovin, pri katerih 
smo uporabljali različne reagente smo želeli ugotoviti katere kovin so prisotne in 
vsebnosti le-teh v vzorcih križancev bezga.  
 
Za nadaljnjo analizo smo izbrali metodo ICP-OES zaradi ustrezno nizke meje 
zaznavnosti, širokega linearnega koncentracijskega območja in točnosti. Izvedli sem 
tudi delno validacijo metode. Vsebnost kovin v vzorcih smo določili s pomočjo 
metode umeritvene krivulje.  
 
Ključne besede: Induktivno sklopljena plazma z atomsko emisijsko spektroskopijo      
(ICP-AES), mikrovalovni razklop, kislinski razklop, bezeg 
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ABSTRACT 
Use of various spectroscopic techniques (ICP-MS, ICP-OES and AAS) in 
determination of metals in Elderberry 
The purpose of the masterˈs degree is to determine the assay of metals in samples 
of elderberry. In the first part we analyzed the content of metals in different parts of 
plant in two parallels: Test roots, D 103 Strawberries, 3/8 Inflorescence, Leaves, 
Snigra BB stips, Test shoots and 4/16 Bark. Due to the highest differences in metal 
assay we continued to explore content of metals in bark and young shoots. Bark and 
young shoots cover the third and fourth generations of elderberry crosses, 
comprising combinations of two, three or four species: black (Samucus nigra), blue 
(S. cerulea), red (S. racemosa) and Javanese (S. javanica). Together with its 
subspecies, we also included an independent type of S. nigra in the study. Some of 
sampled plants have the same genetic record (same parental structure), but due to 
genetic segregation, they represent different genotypes. In analysis, we also 
included some clones (C1). Samples were prepared with classical acid and 
microwave digestion. We have determined the content of metals using various 
spectroscopic techniques (ICP-OES, AAAS and ICP-MS). Prior to start of the 
analysis samples were prepared by acid digestion by heating over the burner (use 
of H2SO4, HNO3 and H2O2) and the use of MW digestion. We compared the results 
of the metal content obtained with various spectroscopic techniques.  
In scope of masterˈs degree, we also determined linearity, LOD, LOQ, repeatability, 
interval of confidence and search for an outliner with Dixon and Grubbs test. With 
the statistical tests: Spearmanˈs coefficient and Kruskal-Wallis test we studied 
connections between individual elements and the zero hypothesis that the median 
populations are the same. We also investigated effect of wavelengths on metal 
concentrations. With digestion with nitrogen(V) acid, various extractions of metals in 
which different reagents were used, we wanted to determine which metals are 
present and their assay in samples. 
For further analysis, ICP-OES method was chosen due to low detection limit, wide 
linear concentration range and accuracy. We also performed partial validation of 
method. Assay of metals in samples was determined with method using calibration 
curve.  
Key words: Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy (ICP-AES), 
microwave digestion, acid digestion, elderberry 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
AES      Atomska emisijska spektrometrija  
ICP – AES    Ind. sklopljena plazemska atomska emis. spektr.  
ICP – MS    Induktivno sklopljena plazemska masna spektr. 
XRF     Rentgenska Fluorescenca 
AAS     Atomska Absorbcijska spektrometrija 
IC     Ionska kromatografija 
1 M     1 mol/l  
RSD     Relativni standardni odmik 
EIE      Enostavno ionizirani elementi 
LOQ     Meja kvantifikacije 
LOD     Meja detekcije 
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1 UVOD 
 
Z različnimi analitskimi metodami določamo kovine v vzorcih. Baker v medenini ali 
železo v jeklu lahko analiziramo tako s kemijskima metodama gravimetrija ali 
elektrokemija. Vendar pa je veliko določitev kovin za manjše koncentracije kovin ali 
kovin v sledovih. Te se določijo z različnimi spektroskopskimi ali kromatografskimi 
metodami, kot je atomska spektrometrija z uporabo plamena (FAAS) ali grafita 
(GFAAS), atomska emisijska spektroskopija (AES), induktivno sklopljena plazemska 
atomska emisijska spektroskopija (ICP-AES), induktivno sklopljena plazma z masno 
spektroskopijo (ICP-MS), rentgenska fluorescenca (XRF) in ionska kromatografija 
(IC). [1] 
Priprava vzorcev za določanje vsebnosti kovin služi za različne namene, ki se 
razlikujejo glede na vrsto vzorca in zahteve glede na določeno analizo. Nekatere 
glavne funkcije priprave vzorca so: 
- razgradnja in raztapljanje matriksa za sprostitev vseh kovin za analizo, 
- pridobivanje kovin iz vzorca matrice v topilu, ki je bolj primerno za analitsko 
metodo, ki jo je potrebno uporabiti, 
- koncentriranje kovin, ki so prisotne v zelo nizkih koncentracijah, da pridemo 
do koncentracijskega območja, ki je primerno za analizo, 
- ločitev enega analita ali skupine analitov od drugih vrst, ki bi lahko vplivale na 
analizo,  
- razredčiti matriks tako, da je efekt matriksa na analizo konstanten in merljiv. 
[1] 
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1.0 Sestava in lastnosti snovi v bezgu  
 
Bezeg je visok grm, podoben drevesu, ki izvira iz Evrope, Azije in Severne Afrike. V 
ZDA je znan kot Sambusu nigra L. ssp. Canadiensis. Grm cveti v zgodnjem poletju 
z majhnimi belimi cvetovi, ki se razvijejo v črne jagode. Plodovi so že stoletja znani 
po svojih zdravilnih lastnostih. Rastline in jagode so bogate s sestavinami, kot so 
flavonoidi, polifenolne substance, različne organske kisline, antocianini, ki 
preprečujejo ali zdravijo nastanek raka, bolezni srca in ožilja ali nevrološke motnje. 
Jagodje se uporablja tudi za marmelade, jogurte, sokove ali vino. Sok bezga se 
uporablja tudi kot naravno barvilo za hrano. Organska sestava jagodja je že dobro 
znana (Jakobek et al 2007), obstaja pa pomanjkanje študij o elementarni sestavi 
jagodja, čeprav nekatere kovine, ki jih vsebujejo, imajo pomembno vlogo v 
človeškem telesu. [2]  
Najvišja kvaliteta medicinskih rastlin (kar običajno pomeni nizka vsebnost težkih 
kovin) je eden glavnih pogojev za nadaljnje raziskave in procesiranje s strani 
farmacevtske industrije.  
 
Obstaja več kemijskih in biokemijskih študij o kemijski sestavi v bezgu. Veliko študij 
je narejenih na tipu S. nigra. Lubje vsebuje alfa-amirinon, alfa-amirin, betulin, 
oleanolno kislino, beta-sitoster, nigrin b, lektin in druge ribosomske proteine tipa 2, 
ki so manj toksični na celice in živali. Cvetovi / listi vsebujejo flavonoide, vključno s 
kvercetinom (do 3%), rutinom, hiperozidom, antocianini, tanini (3%), organske 
kisline, glikozid, plastocianin in sambunigrin. [3] 
 
Lektin od S. nigra je bil široko uporabljen v več eksperimentalnih kliničnih testih, 
zaradi lastnosti vezave ogljikovih hidratov in sposobnosti obarjanja glikoproteinov. 
Uporaba tudi pri razlikovanju med normalnimi ledvicami in ledvicami, ki tvorijo 
ledvične kamne, pri proučevanju kolorektalnega karcinoma s preučevanjem sililacije 
kolonskega mucina, ocenjevanje ravni SNA pri ženskah z rakom dojke in rakom 
jajčnikov, identifikacijo mikroglijalnih celic iz Alzheimerjeve bolezni in preučevanju 
vzorcev matičnih celic, ki vplivajo na tanjšanje T-celic v predelih kostnega mozga. 
[4] 
 
Lektini Sambucus nigra so pokazali zaščitne in antimutagene lastnosti proti težkim 
kovinam (nikljevi ioni) v bakteriji Bacillus subtilis. Sodelujejo tudi pri koncentracijski 
odvisnosti, ki vpliva na pogostost mutacij in genotoksično aktivnost v kulturah 
evkariontskih celic. Glede na rezultate raziskav se sklepa, da obstajajo zaščitne 
funkcije lektinov tako v evkariontih, kot v prokariontih preko kompleksnega 
mehanizma, ki vključuje popravljanje DNA. [5] 
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Na podlagi laboratorijskih in živalskih študij ima lahko S. nigra protivirusne učinke z 
zaviranjem virusov influence tipa A in B ter herpes simplex virusa. To doseže z 
zmanjševanjem hemaglutinacije rdečih krvnih celic in zaviranjem razmnoževanja 
več sevov influence A in B6. [6] 
1.1 Lastnosti mokrega in mikrovalovnega razkroja 
 
Izvedba razkroja s kislinami (eng. Wet ashing) oziroma t.i. mokra oksidacija se 
primarno uporablja za pripravo vzorcev za analizo specifičnih mineralov (Fe, Cu, P, 
Zn), saj bi prišlo pri suhi izvedbi razkroja do potencialnih izgub zaradi izhlapevanja. 
Pri mokrem razkroju pa bodo preiskovane kovine ostale v raztopini in tako je izgub 
manj zaradi uporabljene nižje temperature razkroja. Zahtevana je tudi kombinacija 
uporabe večih kislih: dušikova kislina, žveplova kislina, vodikov peroksid in uporaba 
perklorove kisline. Dušikova – perklorova kombinacija je učinkovitejša od žveplove-
dušikove. [7] 
Perklorova kislina ima tendenco k ekspoziji. Prostor za delo s perklorovo kislino ne 
sme vsebovati plastike ali snovi na bazi glicerola. Perklorova kislina nima interferenc 
z AAS, interferira pa z kolorimetrom  za vsebnost železa, saj reagira z železom v 
vzorcu in tvori železov perklorat, ki tvori netopen kompleks z o-fenantrolenom. [8] 
 
Da bi odpravili matrične učinke in druge interferenčne faktorje je treba izbrati in 
optimizirati metodo za razgradnjo organskega materiala in pretvorbo analita v 
primerno obliko za določanje. Poznamo suho žarjenje, mokro žarjenje in 
mikrovalovni razkroj. Postopki razgradnje s t.i. suhim pepelom uporabljajo 
visokotemperaturne peči (200 – 600 ℃), nato je preostanek raztopljen v primernem 
topilu. Ta metoda potrebuje malo reagentov in ima nizko slepo vrednost, a lahko 
pride do izhlapevanja elementov ali reakcije s posodo, tako da se lahko doseže nizek 
nivo preostanka. Mikrovalovni razkroj je metoda za segrevanje vzorcev in raztopine 
za razkroj v zaprti posodi z aplikacijo mikrovalov. Omogoča krajše reakcijske čase, 
zmanjšanje števila ločene predpriprave vzorca, večjo homogenost vzorca in boljšo 
natančnost. Procesi po primerni za standardizacijo in avtomatizacijo pri razvoju 
metod. Vendar pa visok tlak, temperatura in hlapi kislin povzročajo varnostna 
vprašanja. [9] 
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1.1.1 Možne težave pri analizi kovinskih ionov 
 
Kovinski ioni se lahko adsorbirajo na površini, zlasti na površini stekla. Posode iz 
silicijevega dioksida manj adsorbirajo kovine. Nekatere kovine, zlasti Fe, Hg, Ag, in 
Pd se lahko odstranijo iz vzorca ob močnem segrevanju v platinastih lončkih. Ta 
adsorbirani material lahko kontaminira naslednje vzorce. Izhlapevanje je naslednji 
vzrok izgube analiza. Cd, Pb, Hg, Se in Zn so še posebej hlapni in izhlapevajo pri T 
okoli 500 ℃. Izhlapevanje je močno odvisno od matrike in v kateri obliki je prisotna 
kovina. [10] 
 
1.1.2 Preučevanje kovin v bezgu 
 
V zadnjih letih je onesnaževanje s težkimi kovinami postalo pomemben problem v 
večini ekosistemov. Onesnaženost s težkimi kovinami se je povečala sorazmerno z 
rastjo prebivalstva in industrializacijo. Težke kovine izhajajo iz gospodinjskih in 
industrijskih odpadkov, kmetijske obdelave in prometa. Nekatere od kovin so 
potrebne za rast, a višje koncentracije težkih kovin lahko škodujejo organizmom in 
strukturi tal. Težke kovine se nagibajo h kopičenju v organizmih. Poleg tega se ti 
elementi prenesejo iz organizma na organizem. [11] 
 
Učinki težkih kovin na organizme niso povezani le z vrsto elementov, ampak tudi z 
genetskimi in fiziološkimi značilnostmi organizmov in okoljskih  pogojev. Rastline se 
uporabljajo kot biomonitoring za določanje ravni onesnaženja. Kot dober indikator 
ravni onesnaževanja je tudi vrsta črnega bezga Sambucus Nigra, saj je bilo 
ugotovljeno da dobro akumulira kovine. Značilni elementi, ki se pojavljajo v cestnih 
tleh so Cd, Pb, Zn in Cu in izhajajo iz prometa. Prenašajo se lahko skozi 
prehranjevalno verigo v človeško telo in delujejo toksično. Razumevanje učinkov 
težkih kovin je pomembno zaradi napovedovanja vsebnosti težkih kovin v 
organizmih in okolju ter trajnost ekosistemov. S to informacijo je mogoče predvideti 
katera posamezna rastlina lahko vsebuje več težkih kovin. [12] 
 
Preučevanje koncentracije kovin je poleg monitoringa okolja pomembno zaradi 
toksičnosti elementov na organizem. Tudi esencialni elementi so lahko v višjih 
koncentracijah toksični. Aluminij je tretji najbolj pogost element na zemlji in najdemo 
ga skoraj v vsaki živali in rastlini. Večina odraslih zaužije med 3 in 5 mg Al dnevno, 
kar se izloči z urinom. Al je sestavni del telesa, a je strupen v višji količini. Prvi 
toksični primer povezan z Al je odpoved ledvic. Drugi primeri so še motnja v rasti 
kosti pri odraslih in zamude pri razvoju pri novorojenčkih. Julij 2004 je FDA uvedla, 
da morajo proizvajalci vključiti količino Al na oznako. Omejitev Al za velike 
parenteralne aplikacije je maksimalno 25 µg/L. V primeru ko je Al vnos pri bolnikih z 
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okvarjenim delovanjem ledvic več kot 4 – 5 µg/kg/dan, mora oznaka na etiketi 
vključevati opozorilo, da se lahko pojavi toksični učinek na živčevje in kosti. [12] 
 
1.2 Induktivno sklopljena plazma – atomska emisijska 
spektroskopija 
 
Induktivno sklopljena plazemska atomska emisijska spektroskopija (ICP-AES) ali 
induktivno sklopljena optična emisijska spektroskopija (ICP-OES) je analizna 
tehnika, ki se uporablja za detekcijo kemijskih elementov. Je vrsta emisijske 
spektroskopije, ki uporablja induktivno sklopljeno plazmo za pridobivanje vzbujenih 
atomov in ionov, ki emitirajo elektromagnetno sevanje s karakteristično valovno 
dolžino, značilno za določen element. [13] 
Gre za plazemsko tehniko s temperaturo plamena v območju od 6000 K do 10 000 
K. Intenzivnost emisije kaže na koncentracijo elementa v vzorcu. [13] 
Vzorci se uvajajo v plazmo z razpršilnikom, ki ustvarja majhne kapljice, te pa 
potekajo skozi razpršilno komoro in nato skozi centralno cev koncentričnega torch-
a. Procesi desolvacije, uparjanja, atomizacije in ionizacije vzorca se pojavijo v 
visokih temperaturah plazme, trki ionov in elektronov argona v plazmi ioniziranjo in 
vzbujajo atome analita. Vzbujeni atomi nato oddajajo različne frekvence svetlobe, ki 
so značilne za energijo prehoda za dani analit. Jakost svetlobe je sorazmerna s 
koncentracijo analita. Ker je na tisoče potencialnih emisijskih črt, je izbor valovne 
dolžine analita bistvenega pomena za analizo. [14]  
 
1.2.1 ICP izvor in vnos vzorca 
 
Tekoč vzorec s pomočjo peristaltične črpalke uvajamo v sistem preko razpršilca. 
Preko razpršilca se doda argon. Skupaj tako nastane aerosol, ki gre skozi komoro, 
kjer se delci ločijo po velikosti. Večji delci se odstranijo, medtem ko manjši gredo 
naprej proti plazmi. Okoli gorilnika, ki generira plazmo pri visoki frekvenci z ionizacijo 
argona, je ovita Teslova tuljava, ki ustvari magnetno polje. Do sproščanja toplote 
pride zaradi upiranja predmetnih delcev. Posledica je visoka temperatura do 10.000 
K. S tangencialnim tokom argona dosežemo izolacijo zunanjega cilindra. Argon ima 
vlogo izolatorja in generatorja plazme, prav tako pa služi kot nosilec za potovanje 
vzorca. V plazmi delci razpadejo na molekule ali atome in ionizirajo. [15] 
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1.2.2 Vpliv matrične sestave  
 
Matrična sestava močno vpliva na analitske rezultate, pridobljene z atomsko 
emisijsko spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-AES). Eden od 
najpogostejših primerov je da je element v tekočem vzorcu v precej visoki 
koncentraciji (sočasno). Med različnimi elementi, ki tvorijo matriko v tekočih vzorcih 
najdemo tudi elemente z nizkim ionizacijskim potencialom (IP), znane tudi kot 
enostavno ionizirani elementi (EIE). Izkazalo se je tudi da elementi v višjim IP-jem 
povzročajo podobne učinke na analitični signal. Tudi ne-EIE povzročajo pomembne 
spremembe analitskega signala, vendar morajo biti ti elementi prisotni v 
koncentracijah višjih od 0.05 mol/L, da bi bil učinek znaten. Spektralne interference 
nastanejo, ko drugi prisotni elementi emitirajo svetlobo v bližini emisijske črte 
elementa, ki ga preiskujemo. Vpliv spektralnih interferenc se lahko zmanjša z 
uporabo visoko ločljivih spektrometrov. [16] 
 
Predlagani mehanizmi, ki pojasnjujejo učinke matrice v ICP-AES. Številne študije so 
bile namenjene pojasnjevanju mehanizma plazme, ki je odgovoren za učinke, ki jih 
povzročajo EIE. Kljub temu, da prisotnost spremljevalcev v vzorcu ne povzroči 
enega efekta na signal, obstajajo globalni trendi, ki so bili splošno sprejeti: Hobbs in 
Olesik sta povzela opazovanja z navedbo, da prisotnost EIE vodi do: 
(i) Zmanjšanja ionske gostote v območju opazovanja plazme. 
(ii) Sočasnega povečanja gostote atomskega števila analita, čeprav je nižje 
od tistega, ki se zahteva za popolno izravnavo padca ionske populacije.  
(iii) Povečanje celotne populacije vzbujenih analitov. [16] 
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1.3 Meja detekcije (LOD) in meja kvantifikacije (LOQ) 
 
Meja zaznavnosti (LOD) in meja kvantifikacije (LOQ) sta dve pomembni izvedbeni 
lastnosti pri validaciji metode. LOD in LOQ se uporabljata za opis najmanjše 
koncentracije analita, ki jo je mogoče zanesljivo izmeriti z analiznim postopkom. [17] 
LOD je najnižja koncentracija analita, ki jo je mogoče razlikovati od slepe vrednosti 
z določeno stopnjo zaupanja. Za določitev meje detekcije potrebujemo vsaj 6 meritev 
slepe raztopine in analita v območju linearnosti. [18]  
Definicija po USP navaja LOD kot najmanjšo količina analita v vzorcu, ki ga še lahko 
detektiramo, a ne nujno kvantificiramo pod navedenimi eksperimentalnimi pogoji. 
[17] 
Enačbi za izračun LOD in LOQ: 
LOD=Xb1 + 3Sb1 
LOQ=Xb1 + 10Sb1 
Xb1 je srednja vrednost koncentracije slepe vrednosti in Sb1 je standardna deviacija 
slepe vrednosti. Slabost pa je, da ni objektivnih dokazov, ki bi dokazali da bi nizka 
koncentracija analita dejansko povzročila signal, ki ga je mogoče ločiti od slepega 
vzorca (ničelna koncentracija). [17, 19] 
 
1.4 Dixonov in Grubbsov test za izračun ubežnikov  
  
Dixonov Q test je postopek za identifikacijo in zavrnitev ubežnika v zelo majhnih, 
normalno porazdeljenih podatkovnih nizih. Majhni podatkovni nizi so opredeljeni 
med 3 in 7 postavkami. Ohranjanje odstopanja v podatkih vpliva na izračune, kot so 
povprečja in standardni odklon, zato je treba odstraniti dejanska odstopanja. [20] 
Qexp = 
X2−X1 
𝑋𝑛−𝑋1
 
X1 = najnižja vrednost seta 
X2 = druga najnižja vrednost seta 
Xn = najvišja vrednost seta 
Dobimo Qexp vrednost, ki jo nato primerjamo s Qstat pri določenem število vzorcev in 
alfa nivoju.  
 
Marjanovič, D. 2019. Uporaba različnih spektroskopskih tehnik (ICP-MS, ICP-OES in AAS) pri določevanju 
kovin v bezgu 
Mag. nal., Ljubljana, UL FKKT, Magistrski študijski program kemija. 
 
8 
 
1.5. Grubbson test za določitev ubežnika  
 
Je test, ki se uporablja v univariantem nizu podatkov za katerega se domneva da 
prihaja iz normalno porazdeljene populacije. Če Grubbsov test zazna ubežnika, ga 
odstrani iz podatkovnega seta in test se ponavlja, dokler niso odkriti vsi ubežniki. 
Vendar pa večkratne ponovitve spreminjajo verjetnost odkrivanja ubežnika. [21] 
Test se ne sme uporabljati za vzorce manjše od 6 ponovitev, saj test lahko večino 
meritev označi kot ubežnik. [21] 
𝐺 =
?̅? − 𝑌𝑚𝑖𝑛
𝑠
 
 
1.6 Spearmanov korelacijski koeficient 
 
Prikazuje neparametrske stopnje povezanosti dveh spremenljivk in opiše razmerje 
med dvema spremenljivkama z uporabo t.i. monotone funkcije. Za nenormalne 
porazdelitve (za podatke z ekstremnimi vrednostmi ali pri nelinearnih povezavah in 
neenakomernih frekvenčnih porazdelitvah) je treba korelacijske koeficiente 
izračunati iz vrst podatkov, ne iz njihovih dejanskih vrednosti. [22] 
Podatki so preoblikovani v razrede, nato pa se za končni izračun uporabi razlika med 
razredi različnih vrednosti, katerih odvisnost se išče. Koeficient zavzame vrednosti 
med -1 in 1. Bližje kot je povezanosti eni izmed teh vrednosti močnejša je 
povezanost. [23]   
  
Enačba Spearmanov koeficient  
𝑟𝑠 = 1 −  
6 ∑ 𝐷𝑖2
𝑛
𝑖=1
𝑛(𝑛2 − 1)
 
 
Preko Speamenovega korelacijskega koeficienta bomo raziskali povezave med 
posameznimi elementi v določenem delu bezga / vrsti bezga / korelacijo dveh 
različnih kovin in kot pomembno korelacijo preučevanje iste kovine v poganjkih in 
lubju.  
 
Marjanovič, D. 2019. Uporaba različnih spektroskopskih tehnik (ICP-MS, ICP-OES in AAS) pri določevanju 
kovin v bezgu 
Mag. nal., Ljubljana, UL FKKT, Magistrski študijski program kemija. 
 
9 
 
1.7 Kruskal – Wallis test  
 
Kruskal-Wallisov test je  razširitev Mann-Whitneyjevega testa za več kot dva 
neodvisna vzorca. Gre za neparametrično alternativo enosmerni (one-way) analizi 
variance. Namesto primerjave populacijskih sredstev ta metoda primerja 
populacijsko povprečje (Mediano). Za ta test je ničelna hipoteza, da so populacije 
mediane enake, v primerjavi z alternativo, ki pravi da obstaja razlika med vsaj dvema 
izmed njih. [24] 
Kruskal – Wallis test pove ali obstaja signifikantna razlika med preiskovanimi 
skupinami, ne bo pa podal katere skupine se razlikujejo. To bi lahko ugotovili s Post 
– Hoc testom. [25] 
Kruskal – Wallis enačba 
 
𝐻 = ( 
12
𝑛(𝑛 + 1)
∑
𝑇𝑗
𝑛𝑗
𝑐
𝑗=1
 ) − 3 (𝑛 + 1) 
 
Primerjali bomo vpliv izvedbe dveh neodvisnih vrst razklopov z vsebnostjo kovin. 
Predpostavka je, da vrsta razklopa vpliva na koncentracijo kovin. Kot prvi razklop 
smo vzeli kislinski razklop nad gorilnikom v primerjavi z mikrovalovnim kislinskim 
razklopom.  
H0: Vrsta razklopa vpliva na koncentracijo kovin 
H1: Vrsta razklopa ne vpliva na koncentracijo kovin 
S pomočjo Kolmorogov – Smirnov test bi lahko primerjali dve neodvisni skupini. 
Primer kako koncentracija določene kovine vpliva na koncentracijo proteinov, ki so 
pomembni za zdravljenje, primer lektin 
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2 NAMEN DELA 
 
Namen magistrskega dela je bil določitev vsebnosti kovin v posameznih delih bezga 
s spektroskopskimi tehnikami (ICP-MS, ICP-OES in AAS) s kislinskim razklopom in 
z razklopom v mikrovalovni pečici. Po preučitvi največjih razlik v vsebnosti kovin v 
posameznih delih bezga smo se v nadaljnji raziskavi osredotočili na raziskovanje 
analize vsebnosti kovin v lubju in mladih poganjkih tretje in četrte generacije 
medvrstnih križancev bezga, ki obsegajo kombinacije dveh, treh ali štirih speciesov.  
 
Raziskovali smo vpliv genetske segregacije na vsebnost kovin, saj imajo nekatere 
preiskovane rastline enako starševsko strukturo, a zaradi genetske segregacije 
predstavljajo različne genotipe. Najprej smo vzorce pripravili z razklopi na različne 
načine in ugotoviti kateri razklopi so ustrezni in če so rezultati med posameznimi 
razklopi primerljivi. Pri tem smo uporabljali različne tehnike. Izvedli smo meritve 
koncentracije kovin v vzorcih poganjkov (1–47) in v vzorcih korenine (1–47). Imena 
rastlin vključenih v analizo so prikazana v preglednici 12.  
 
Za kvantitativno določitev kovin v bezgu smo uporabljali optični emisijski 
spektrometer z vzbujanjem v induktivno sklopljeni plazmi – Varian Vista AX.  
 
Želeli smo ugotoviti ali obstaja korelacija med kovinami med posameznimi deli 
bezga.  
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3 Eksperimentalni del 
 
Eksperimentali del sem opravljal na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo na 
Katedri za analizno kemijo, v laboratoriju za masno spektroskopijo na instrumentu 
ICP-OES in na Kemijskem inštitutu, kjer so bili vzorci posneti na ICP-MS (Agilent 
Technologies 7500).  
 
3.1 Vzorčenje 
 
Vzorčenje je bilo opravljeno v Botaničnem vrtu Fakultete za kmetijsko in 
biosistemske vede Univerze v Mariboru (Pivola, Hoče) v času avgusta (mladi 
poganjki) in novembra 2017 (lubje). 
 
3.2 Reagenti in kemikalije 
 
Vzorce sem razredčeval z destilirano vodo, MQ vodo in 1 % dušikovo kislino (HNO3) 
 
Uporabljeni reagenti: 
- MQ deionizirana voda (Gradient, Millipore, ZDA) 
 
- Dušikova(V) kislina 65 % – RPE – For analysis – ISO, HNO3,  
(M = 63,013 g/mol, ρ = 1,400 – 1,480 g/cm3), CAS številka: 7697-37-2, Honeywell 
 
- Žveplova(VI) kislina 96 % suprapur®, H2SO4,  
(M = 98,08 g/mol, ρ = 1,840 g/cm3), CAS številka: 7664-93-9, Honeywell 
 
- Klorovodikova kislina 37 % – RPE – For analysis - ISO, HCl,  
(M = 36,461 g/mol, ρ = 1,181 g/cm3), CAS številka: 7647-01-0, CARLO ERBA 
Reagents S.A.S 
 
- Vodikov peroksid H2O2,  
(M = 34,01 g/mol, ρ = 1,110 g/cm3), CAS številka: 7722-84-1, Honeywell 
 
Multi elementni standard VI (Lot: HC54852580, Merck), Gostota: 1,03 kg/L, CAS: / 
Koncentracija 10 mg/L: Ag, AL, As, B, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, K, Li, 
Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Te, Tl, U, V, Zn. 
 
- Multielementna standardna raztopina VAR-CAL-2 
Koncentracija 100 µg/ml: Ag, Al, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, Se, Th, U, 
V in Zn  
Marjanovič, D. 2019. Uporaba različnih spektroskopskih tehnik (ICP-MS, ICP-OES in AAS) pri določevanju 
kovin v bezgu 
Mag. nal., Ljubljana, UL FKKT, Magistrski študijski program kemija. 
 
12 
 
3.3 Laboratorijski pripomočki 
 
-Analitska tehtnica, ALS 220-4N, KERN & SOHN GmbH, Balingen, Nemčija,  
 (nazivna masa: 220 g, natančnost: 0,0001 g)  
 
- Avtomatska pipeta, Sartorius Biohit Proline, 1-5 mL, Sartorius AG, Nemčija  
- Avtomatska pipeta, Sartorius Biohit Proline, 100-1000 μL, Sartorius AG, Nemčija  
- Plastični nastavki za avtomatsko pipeto 1-5 mL, Sartorius AG, Nemčija  
- Plastični nastavki za avtomatsko pipeto 100-1000 μL, Sarstedt, Nemčija  
- Plastične centrifugirke (15 mL in 50 mL) 
- Bunsenov gorilnik  
- Trinožno stojalo za gorilnik  
- Steklene bučke, volumen 50 mL in 1000 mL  
- Stekleni bučki za razklop  
- Stekleni lij  
- Plastične centrifugirke, 91015 (10 mL), TPP Techno Plastic Products AG, 
Trasadingen, Švica  
- Plastična stojala za centrifugirke  
- Puhalka  
 
 
3.4 Aparature 
 
- Žarilna peč AURO DENT 
- Aparatura za ultra čisto vodo Mili-Q_ Advantage 
- Atomic Absorption Spectrometer AAnalyst 600, Perkin Elmer 
- Elementni masni spektrometer z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) 
(Agilent Technologies, model  7500 ce&cs) 
- Aparatura za mikrovalovni razkroj: Milestone ETHOS labstation with 
easy/WAVE or easyCONTROL programsko opremo HPR1000/10S 
segmentiran rotor z visokim tlakom 
- Aparatura ICP-OES 
o Model instrumenta ICP-OES: Varian Vista AX CCD Simultaneous ICP-
AES, aksialni  
o Optični sistem: uklonska mrežica Echelle, CCD detektor 
o Računalniški program: ICP-Expert, verzija: 4.1.0. 
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Slika 1: Žarilna peč Aurodent 
 
Slika 2: Aparatura za MW razkroj (ETHOS labstation) 
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Slika 3: ICP-OES Instrument Varian Vista AX CCD 
 
Shematski prikaz delovanja instrumenta na sliki 4: Prikaz hladilnika, avtomatskega 
vzorčevalnika, odsesovanja, pritok argona, ICP izvor in peristaltične črpalke. 
 
Eksperimentalni pogoji: pri meritvah bezga na instrumentu ICP-OES so bili 
eksperimentalni pogoji enaki. Eksperimentalni pogoji so prikazani na spodnji sliki in 
v tabeli: 
 
 
Slika 4: Prikaz eksperimentalnih pogojev meritev na ICP-OES 
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Preglednica 1: Eksperimentalni pogoji izvedbe meritev na ICP-OES 
Moč RF generatorja [kW] 1,20 
Pretok plazemskega argona [L/min] 15,0 
Pretok pomožnega argona [L/min] 1,50 
Tlak na razpršilniku [kPa] 200 
Število ponovitev  3 
Peristaltična črpalka [rpm] 7 
 
Ostali pogojni izvedbe meritev na ICP-OES so prikazani na sliki 4.  
 
Valovne dolžine elementov, ki smo jih analizirali: 
 
Preglednica 2: Preiskovani elementi in njihove valovne dolžine 
Element Valovna dolžina  
(nm) 
Al 396,152 
Ba 493,408 
Ca 393,366 
Cr 267,716 
Cu 324,754 
Fe 238,204 
Mn 259,372 
Na 589,592 
Sr 407,771 
Sr 421,552 
Zn 202,548 
Zn 213,857 
K 766,491 
Mg 280,270 
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3.5 Postopki priprave vzorcev in razkroja: 
 
3.5.1 Priprava vzorcev  
 
Vzorci so bili odvzeti s keramičnim nožem, ustrezno označeni in shranjeni na -80℃ 
do procesa liofilizacije. Po procesu liofilizacije so bili zmleti v rotacijskem mlinu 
FRITSCH »pulwerisette 14«, zapakirani v krioviale ter shranjeni na -80℃ do izvedbe 
analiz vsebnosti kovin v vzorcih bezga. Vzorec smo v ustrezen tehtič s pomočjo 
diferenčnega tehtanja zatehtali cca 80 – 100 mg vzorca.  
 
 
Slika 5: Mladi poganjki bezgove rastline 
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Slika 6: Mladi poganjki bezgove rastline                          Slika 7: Lubje bezgove rastline 
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3.5.2 Priprava standardnih raztopin 
 
Raztopine za umeritveno krivuljo smo  pripravili z ustreznim redčenjem standardne 
raztopine Multi elementni standard VI s koncentracijo kovin 10 mg/L (izjema Ca in 
Fe – izhodna koncentracija Ca v standardu je bila 996 mg/L, Fe pa 99 mg/L, kar smo 
upoštevali pri izračunu). Koncentracije delovnih raztopin za kovine, ki so bile 
predmet raziskave so bile: 10, 30, 100, 300, 1000 µg/L.  
Za ICP-MS smo pripravili dodatno še standarde 3 ug/L, 1ug/L, 0.3ug/L in 0.1 ug/L.  
 
Umeritvene krivulje za nekatere merjene elemente so prikazane spodaj. Primer: za 
pripravo 1000 µg/L – v 15 mL polietilensko vialo smo odpipetirali 1 mL standardne 
raztopine Multi elementnega standard VI s koncentracijo 10 mg/L. Nato smo 
razredčili do 10 mL oznake z 1 % HNO3.  
 
Priprava slepe raztopine  
V 10 mL bučko smo pripravili 1 % HNO3. 
 
3.5.3 Razkroj vzorcev 
 
1. Način 
Vzorce smo zatehtali v ustrezen tehtič s pomočjo diferenčnega tehtanja cca 80 – 
100 mg vzorca. V bučko smo dodali 1 mL H2SO4 in 2 mL HNO3. Reakcijsko zmes 
smo nato nad gorilnikom segreli do pooglenitve. Med segrevanjem smo reakcijsko 
zmes občasno mešali. Počakali smo da se ohladi in dodali še 1 mL H2O2. Nato smo 
raztopino prefitrirali skozi filter papir v 50 mL bučko in sprali z MQ in 1 % HNO3 do 
oznake bučke.  
 
2. Način 
Pri drugem načinu razkroja smo uporabili razkroj v pečici. Vsakega od vzorcev smo 
pripravili v dveh paralelkah. Prežarili smo lončke in zatehtali ustrezno maso vzorca. 
Ob odprti peči smo žarili na 400℃, nato smo zaprli peč in žarili na 900℃ 45 min. 
Ohladili smo v eksikatorju, nato smo sprali in sfiltrirali v 50 mL bučko. Spirali smo z 
1:1 HCl (250 mL mq H2O + 250 mL 37% HCl) 
 
3. Način 
Pri tretjem načinu razklopa vzorca smo uporabili mikrovalovni razklop v pečici. Pri 
drugem in tretjem načinu razklopa smo izvedli razklope samo nekaterih vzorcev za 
primerjavo načina razklopa na vsebnost preiskovane kovine v vzorcu.  
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3.5.4 Pogoji izvedbe MW razklopa  
 
Uporabili smo program Lesni sekanci. Povzetek metode je opisan spodaj.  
 
Ta metoda omogoča kislinsko razgradnjo vzorca v zaprti posodi z mikrovalovnim 
ogrevanjem s kontrolo temperature za določanje kovin s spektroskopskimi 
metodami. 
  
Mikrovalovna oprema 
Milestone ETHOS labstation with easy/WAVE or easyCONTROL programsko 
opremo HPR1000/10S segmentiran rotor z visokim tlakom.  
 
Količina vzorca  
0,5 g 
 
Reagenti 
8 mL HNO3 65%, 2 ml H2O2 30% 
 
Postopek: 
1. Postavili smo TFM posodo na tehtnico, tarirali in vanjo zatehtali okoli 100 mg 
vzorca (vzorci Lubja 1 – 4 in vzorci poganjkov 1 – 4).  
2. Posodo TFM smo vstavili v HTC varnostni ščit. 
3. Del vzorca je ostal na notranji steni TFM posode, zato smo vzorec z dodajanjem 
kapljic kislin sprali, nato raztopino nežno vtrli, da smo vzorec homogenizirali s kislino. 
4. Zaprli smo posodo in jo vstavili v segment rotorja, nato jo zategnili z momentnim 
ključem. 
5. Segmente smo vstavil v mikrovalovno kaviteto in jih priključili na temperaturni 
senzor. 
6. Zagnali smo mikrovalovni program. 
7. Počakali smo do zaključka mikrovalovnega programa.   
8. Rotor smo ohladili z zrakom, dokler raztopina ni dosegla sobne temperature. 
9. Odprli smo posodo in raztopino. 
 
Mikrovalovni razkroj vzorca je potekal, kot je prikazano v preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Prikaz postopka mikrovalovnega programa 
Korak Čas (min.) Temperatura (℃) Moč (W) 
1 2  85 Do 1000  
2 5 145 Do 1000  
3 3  200 Do 1000  
4 20 200 Do 1000 
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Za eno serijo MW razkroja smo uporabil 10 teflonskih posodic. V prvi teflonski posodi 
je tudi temperaturni senzor z vzorcem.  
Ko je bil temperaturni program končan smo po ohlajanju posodic raztopino prelili v 
50 mL centrifugirke. Preostanek posode in pokrovčka smo sprali z MQ vodo. Z MQ 
vodo smo dopolnili centrifugirke do oznake.  
 
3.5.5 Priprava raztopin vzorcev 
 
Nato smo vzorce prenesli v 50 mL bučko in jo dopolnili do oznake z 1 % HNO3. Pri 
vzorcih 1–7 smo pripravili dve paralelki pri vsaki zatehti, pri nadaljnjem delu pa sem 
pri vzorcih lubja 1–47 in poganjkov 1–47 pripravili 1 paralelko pri vsaki zatehti.  
 
3.5.6 Ostanek po žarjenju 
 
Ostanek po žarjenju smo določili za prvi set vzorcev bezga (1–7) tako, da smo v 
žarilne lončke z znano maso natehtali cca 150 g vzorca. Vsakega od vzorcev smo 
pripravil v dveh paralelkah. Prežarili smo lončke. V prvi fazi smo izvedli žarjenje na 
400 ℃ za 30 min, nato smo zaprli peč in nadaljevali žarjenje na 900 ℃ za 45 min. 
Vzorce smo ohladili v eksikatorju (eksikator smo zaprli po 10 min). Ohlajeni lonček 
smo nato stehtali in iz razlike mas pred in po žarjenju določil delež organskih snovi 
v bezgu.  
Nato smo sprali in filtriral v 50 mL bučko. Pri filtraciji smo uporabil 1:1 HCl (250 mL 
mq H2O in 250 ml 37 % HCl).  
 
3.5.7 Razkroj z koncentrirano HNO3 
 
Za določitev celokupnih koncentracij v bezgu smo opravili razklope s koncentrirano 
HNO3. Rezultati so pridobljeni s pomočjo ICP-OES in prehodno pomerjenih 
umeritvenih krivulj predstavljenih na začetku poglavja 3.5.2. 
 
3.5.8 Postopek merjenja 
 
Najprej smo vklopili vodni hladilnik in odprli pretok Ar, odsesavanje ter vklopili 
inštrument. Nato smo odprli program ICP-Expert in prižgali plazmo. Pred začetkom 
izvedbe meritev koncentracije kovin, smo počakali 60 min, da se je plazma 
stabilizirala. S prižigom plazme se je samodejno vklopila tudi peristaltična črpalka. 
Nato smo pripravili v programu metodo za izvedbo analize (preiskovani elementi, 
pogoji, standardi in nato izvedba analize).  
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4 Rezultati in diskusija 
 
4.1 Določanje kovin - metoda umeritvene krivulje  
 
Za določitev umeritvene krivulje smo pripravili 5 standardnih raztopin. Pripravili smo 
jih v takem koncentracijskem območju, da se vsi vzorci nahajajo znotraj enakega 
koncentracijskega območja. Izmerili smo signal standardnih raztopin (ICP-OES 
instrument izmeri za posamezno meritev tri signale, rezultat pa odda kot povprečno 
vrednost teh treh intenzitet). Nato smo narisali umeritvene krivulje v odvisnosti 
koncentracije od signala (intenziteta).  
y = k * x + n  
Priprava standardnih raztopin 
Z multi VI standardom smo pripravili standardne raztopine: 10 µg/L, 30 µg/L, 100 
µg/L, 300 µg/L in 1000 µg/L. 
 
Slika 8: Umeritvena krivulja za Al pri valovni dolžini 396,152 nm 
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Slika 9: Umeritvena krivulja za Fe pri valovni dolžini 238,204 nm 
  
 
Slika 10: Umeritvena krivulja za Cu pri valovni dolžini 324,754 nm 
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Slika 11: Umeritvena krivulja za K pri valovni dolžini 766,491 nm 
 
  
Slika 12: Umeritvena krivulja za Mg pri valovni dolžini 280,270 nm 
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Slika 13: Umeritvena krivulja za Sr pri valovni dolžini 407,771 nm 
 
  
Slika 14: Umeritvena krivulja za Zn pri valovni dolžini 202,548 nm 
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Slika 15: Umeritvena krivulja za Ba pri valovni dolžini 493,408 nm 
 
Iz slik 8 – 15 je razvidno, da je zveza med intenziteto in koncentracijo linearna v 
območju od 10 do 1000 µg/L za vse preiskovane kovine. S pomočjo enačb premic 
smo izračunali koncentracije kovin v redčenih raztopinah vzorcev.  
Izračunali smo vsebnost kovine po spodnji enačbi: 
m = 
𝐶𝑘∗𝑉𝑟∗𝐹
𝑀
 
Ck = koncentracija analita (dobljena iz umeritvene krivulje) 
Vr = volumen redčitve 
F = faktor (1000; zaradi podanih končnih enot v mg/kg vzorca) 
M = masa vzorca 
m = vsebnost kovine / masa vzorca (mg/kg vzorca) 
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4.2 Rezultati vsebnosti kovin v različnih delih bezga 
 
Nato smo izvedli analize vsebnosti kovin v različnih delih v dveh paralelkah. V 
preglednici 4 in 5 so prikazani rezultati izvedb meritev koncentracije kovin na ICP-
OES v dveh paralelkah. Na sliki 8 in 9 je grafični prikaz rezultatov iz preglednice 4 
oziroma 5.  
Preglednica 4: Vsebnosti kovin pri kislinskem razkroju različnih delov bezga 
  
 ICP-
OES   
Rezultati so podani v mg/kg vzorca 
      
Št. 
Vzorca 
Ime 
vzorca 
Masa 
(mg) 
Al 
396,152 
Ba 
493,408 
Cu 
324,754 
Mn 
259,372 
Sr 
407,771 
Zn 
202,548 
Fe 
238,204 
1 
Testne 
korenine 
80,5 276,5 40,0 11,1 17,2 16,4 26,7 210,2 
2 
Testne 
korenine 
80,4 268,5 39,7 5,6 17,1 16,4 12,0 227,3 
3 
D 103 C 
Jagode 
92,4 8,7 10,9 7,8 14,2 6,8 12,6 223,1 
4 
D 103 C 
Jagode 
91 21,2 11,4 8,0 14,2 7,0 20,2 43,8 
5 
3/8 
Socvetja 
74,9 34,7 18,1 9,5 24,4 9,6 18,6 69,0 
6 
3/8 
Socvetja 
71,2 27,5 18,2 9,5 24,2 9,6 15,5 66,5 
7 
Testni 
listi 
81,3 74,9 64,7 7,1 42,4 59,8 39,3 114,3 
8 
Testni 
listi 
76,5 101,0 71,6 4,8 45,6 66,6 44,5 170,2 
9 
Snigra 
BB 
Peclji 
87,2 38,9 81,3 11,6 54,0 49,9 17,2 77,5 
10 
Snigra 
BB 
Peclji 
86,5 46,5 81,7 12,1 55,1 50,5 18,1 95,0 
11 
Testni 
poganjki 
76,4 0 23,8 11,2 10,0 15,8 18,8 20,5 
12 
Testni 
poganjki 
76,8 2,6 23,3 11,3 10,3 15,4 17,2 34,3 
13 
4/16 
Lubje 
80,3 291,0 75,1 14,2 43,6 22,4 17,0 244,0 
14 
4/16 
Lubje 
82,1 284,1 75,1 14,6 43,1 22,5 17,1 234,7 
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Slika 16: Grafični prikaz vsebnosti kovin pri kislinskem razkroju različnih delov bezga. 
Preglednica 5: Vsebnosti kovin pri kislinskem razkroju različnih delov bezga 
 
ICP-OES Rezultati so podani v mg/kg vzorca 
  
  
Št.  
vzorca  Ime vzorca 
Ca 393,366 K 766,491 Mg 280,270 
1 Testne korenine 6455,0 10072,8 2875,6 
2 Testne korenine 6397,8 10124,9 2788,0 
3 D 103 C Jagode 5553,9 13520,3 2014,8 
4 D 103 C Jagode 5816,3 13663,4 2065,5 
5 3/8 Socvetja 6442,0 29973,8 1741,4 
6 3/8 Socvetja 6581,7 28423,0 1597,3 
7 Testni listi 26753,5 9290,9 10035,2 
8 Testni listi 29206,1 10092,0 10831,1 
9 Snigra BB Peclji 10249,7 3339,0 11930,4 
10 Snigra BB Peclji 10460,1 3649,1 12077,6 
11 Testni poganjki 7003,6 6290,4 626,1 
12 Testni poganjki 6631,7 6455,9 596,9 
13 4/16 Lubje 12549,2 13838,2 2439,3 
14 4/16 Lubje 12709,1 14294,8 2424,0 
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Slika 17: Grafični prikaz vsebnosti kovin pri kislinskem razkroju različnih delov bezga 
Iz preglednic 4 in 5 je razvidno da so rezultati znotraj paralelk dobro ponovljivi. Iz 
preglednice 4 je razvidno, da se je največ izlužilo Fe in najmanj Cu, pri Mg, Ca in K 
pa je bilo največ Ca v testnih listih, najmanj pa je bilo Mg v poganjkih. Izvedba 
razklopov je bila v dveh paralelkah. 
Povišana koncentracija Ca v listih bezga je skladna s pričakovanji. Visoka 
koncentracija Ca je tudi v Snigra BB Peclji in 4/16 Lubju. Kalcij je bistveno rastlinsko 
hranilo. Kot dvovalentni kation je potreben za strukturne vloge v celični steni in 
membranah, kot proti-kation za anorganske in organske anione v vakuoli in kot 
intracelična signalna molekula v citosolu. Kalcij se absorbira preko korenin iz 
raztopine v tleh in se s pomočjo ksilema dostavi v poganjke. Lahko se prenese preko 
korenine (skozi citoplazmo celic), ki jih povezuje plazmodezmonta (simplast) ali 
skozi apoplast. Premik Ca skozi te poti mora biti natančno uravnan, da lahko celice 
korenine signalizijo s pomočjo koncentracije citosolnega Ca2+, kontrolirajo nivo 
dobave Ca h ksilemu in preprečujejo kopičenje toksičnih kationov v poganjkih. [26]  
Iz rezultatov je razvidno dobro ujemanje pri vsebnosti kovin obeh paralelk. Opazi se 
da ima masa pri manjših koncentracijah kovin vpliv, saj je pri manjših masah 
nehomogenost vzorca večja. Če bi prvo prežaril vzorce in nato naredil razklop je za 
pričakovati malenkost nižje koncentracije kovin v tem primeru, saj so v bezgu kovine 
še vezane na nitrate, ki se po žarjenju pretvorijo v slabše topne okside kar vpliva na 
nižje koncentracije kovin. Koncentracija analiziranih elementov v bezgu (D 103 C 
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Jagode) je padala v naslednjem vrstnem redu: K > Ca > Mg > Fe > Al > Mn > Ba > 
Zn > Cu > Sr. Podatki vrstnega reda padajoče koncentracije kovin so primerljivi s 
podatki v literaturi pri preučevanju elementne sestave plodov od različnih vrst črnega 
bezga (Pavel Diviš in avtorji Elemental Composition From Different Black Elder 
(Sambucus Nigra L.) Cultivars Grown in the Czech Republic. Journal of 
Elementology. 2015, 20(3), 549-557). Rezultati vsebnosti kovin so pokazali, da se 
plodovi bezga lahko uporabljajo kot funkcionalna hrana za preprečevanje in 
zdravljenje bolezni, ki so povezane s pomanjkanjem elementov v prehrani, saj 
kovine ne presegajo povprečne vrednosti dovoljenega dnevnega vnosa kovin. V 
povprečju, 100 g jagodja, lahko pokriva okoli 20 % priporočenega dnevnega vnosa 
elementov za moške in ženske. Največje razlike med vsebnostmi kovin so opažene 
med Testnimi poganjki in 4/16 Lubjem, zato smo se v nadaljevanju magistrske 
naloge usmerili na preučevanje vsebnosti kovin med različnimi genotipi (enaka 
starševska struktura). 
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4.3 Primerjava dveh metod (ICP-MS in AAS) pri določanju vsebnosti 
kovin Ca, K, Mg: v bezgu (kislinski razklop vzorca)  
 
Določanje vsebnosti kovin Ca, K in Mg v bezgu smo uporabili dve metodi ICP-MS 
in AAS. Vzorec smo pripravili s kislinskim razklopom. 
 
Preglednica 6: Rezultate vsebnosti K, Mg, Ca z AAS/AES in ICP-MS 
ICP - 
MS 
Mg 
(mg/kg 
vzorca 
K  
(mg/kg 
vzorca) 
Ca 
(mg/kg 
vzorca)  
AAS 
oz. 
AES 
Ca  
(mg/kg 
vzorca) 
     K 
(mg/kg 
vzorca) 
     Mg 
(mg/kg 
vzorca) 
Testne 
korenine 4121,0 17787,2 5591,7  
Testne 
korenine 3664,6 15884,5 3055,9 
Testne 
korenine 3841,4 16888,3 5890,3  
Testne 
korenine 3861,9 15920,8 3202,7 
D 103 C 
Jagode 3149,2 21248,9 5131,5  
D 103 C 
Jagode 3809,5 19626,6 2424,2 
D 103 C 
Jagode 2959,0 20634,2 5143,5  
D 103 C 
Jagode 3912,1 19186,8 2445,1 
3/8 
Socvetja 3045,1 42444,7 6715,2  
3/8 
Socvetja 4672,9 37943,9 2349,8 
3/8 
Socvetja 3163,6 43376,0 6138,5  
3/8 
Socvetja 4719,1 36982,1 2310,4 
Testni 
listi 10438,5 15910,3 37815,2  
Testni 
listi 38130,4 14273,1 9003,7 
Testni 
listi 11073,0 16628,0 39741,7  
Testni 
listi 40294,1 15611,8 9810,5 
Snigra 
BB 
Peclji 12235,5 7451,5 9068,8  
Snigra 
BB 
Peclji 9002,3 6579,7 10613,5 
Snigra 
BB 
Peclji 12632,4 7479,2 10782,9  
Snigra 
BB 
Peclji 9075,2 6705,2 10774,6 
Testni 
poganjki 2076,0 12575,8 5494,7  
Testni 
poganjki 5863,9 11293,9 1782,1 
Testni 
poganjki 1957,5 12046,4 5553,6  
Testni 
poganjki 5214,8 10993,5 1745,4 
4/16 
Lubje 3373,0 19958,3 11067,5  
4/16 
Lubje 12067,3 19625,8 2845,6 
4/16 
Lubje 3666,5 23099,2 12292,0  
4/16 
Lubje 12003,7 20258,2 2844,1 
 
Iz preglednice 6 je razvidno dobro ujemanje med večino elementov in različnimi deli 
bezga. Vse metode (ICP-OES, ICP-MS in AAS/AES) so pokazale da je najvišja 
Marjanovič, D. 2019. Uporaba različnih spektroskopskih tehnik (ICP-MS, ICP-OES in AAS) pri določevanju 
kovin v bezgu 
Mag. nal., Ljubljana, UL FKKT, Magistrski študijski program kemija. 
 
31 
 
koncentracija vsote teh kovin (K, Mg, Ca) v testnih listih, najnižja pa v poganjkih. 
Prihaja pa do razlik v koncentraciji kovin zaradi problema nehomogenosti vzorca, 
nepopolnega razkroja, izhlapevanj analita in tudi zaradi razlik med obema 
inštrumentoma. AAS temelji na procesu porabe fotona da pride molekula ali atom v 
vzbujeno stanje. Dovzetna je za malo interferenc. Kot izvor svetlobe se uporablja 
brezelektrodna visokofrekvenčna žarnica. Do razlike v meritvah med AAS in ICP-
MS bi lahko prišlo zaradi slabosti FAAS, da se analit zadržuje v plamenu kratek čas, 
kar povečuje možnost nepopolne atomizacije. Pri ICP-MS pa so problem spektralne 
in nesprektralne interference. Nespektralne nastanejo zaradi delno razkrojenih 
vzorcev in zaradi vnosa relativno velikega deleža ogljika. Pri spektralnih pa imamo 
problem s poliatomskimi interferencami (N2+, O2+), interference oksidov (molibdenov 
oksid moti določitev kadmija..). [27] 
Iz preglednice 6 je razvidno da v tej fazi nismo uspeli določiti Na. Razlog je, da je Na 
veliko že v samem steklu in bi bilo bolje izvajati analizo v kvarcu, ki pa je s stališča 
cene dražji od stekla. Problem je tudi da mešanica K in Na ali ostalih alkalijskih kovin 
lahko interferira z drugimi pri ICP-OES analizi. Zato je bolje uporabiti plamenski 
fotometrični detektor ali ionsko kromatografijo. [28] 
4.4 Analiza lubja in poganjkov  
 
V drugem delu magistrske naloge smo se ukvarjali z analizo lubja (47 vzorcev) in 
poganjkov (47 vzorcev). V analizo so bili vključeni lubje in mladi poganjki tretje in 
četrte generacije medvrstnih križancev bezga, ki obsegajo kombinacije dveh, treh ali 
štirih speciesov. Črni (Sambucus nigra), modri (S. cerulea), rdeči (S. Racemosa) in 
javanski (S. javanica). Samostojna vrsta: S. nigra. Nekatere povzorčene rastline 
imajo enak zapis (enako starševsko strukturo), vendar zaradi genetske segregacije 
predstavljajo različne genotipe. 
Linearnost smo preverili v območju od 10 µg/l za elemente, ki so se nahajali v 
multielementi raztopini. Tehnika ICP-OES je linearna v izbranem koncentracijskem 
območju za vse zgoraj naštete analizirane elemente. Problem je bil natrij, saj je 
prisoten že v laboratorijski steklovini in ga je v slepi vrednosti že veliko, a smo ga 
kljub temu v drugem delu magistrske naloge uspeli kvantificirati.  
o 4x kislinski razklop nad gorilnikom: Lubje. št.1 vzorca, vzorci posneti na ICP-
OES (dokaz: točnost, natančnost, ponovljivost). 
o Lubje 1 – 47 vzorci posneti na ICP-OES (kislinski razklop nad gorilnikom). 
o Poganjki 1 – 47 vzorci posneti na ICP-OES (kislinski razklop nad gorilnikom). 
o 1 (lubje) – 4 (lubje): vzorci posneti na ICP-OES (MW razkroj). 
o 1 (poganjki) – 4 (poganjki): vzorci posneti na ICP-OES (MW razkroj). 
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4.4.1 Določanje natančnosti metode 
 
Natančnost metode smo določali s kislinskim razklopom: 4x kislinski razklop nad 
gorilnikom Lubje vzorca št. 1 v primerjavi z mikrovalovnim razklopom Lubja vzorca 
št. 1. Vzorci posneti na ICP-OES (dokaz: točnost, natančnost, ponovljivost) 
Preglednica 7: Primerjava rezultatov razklopov istega vzorca: Lublja št. 1 z mikrovalovnim in kislinskim 
razklopom.  
  
masa 
vzorca 
(v mg) 
Al 
396,152 
Ba 
493,408 
Cr 
267,716 
Cu 
324,754 
Fe 
238,204 
Mn 
259,372 
Sr 
407,771 
Sr 
421,552 
Zn 
202,548 
Zn 
213,857 
K 
766,491 
Mg 
280,270 
1 lub 
MW 102,4 91,8 44,1 0 15,9 109,1 36,7 28,8 29,2 15,3 21,1 17373,7 6037,2 
lub 1.1 
– 
Primerj 
Kisl. 
Razkl. 124,7 91,0 43,4 0,1      13,2 120,4 35,8 23,6 23,3 22,8 21,1 14597,4 5852,6 
lub 1.2 
– 
Primerj 
Kisl. 
Razkl. 95,4 77,6 44,9 2,1 12,5 125,0 35,7 
       
21,9 21,3 22,2 20,1 13861,8 5951,1 
lub 1.3 
– 
Primerj 
Kisl. 
Razkl. 117,2 98,1 45,4 1,1 14,8 124,6 36,0 
            
26,4 26,2 24,3 22,8 14577,5 6087,5 
lub 1.4 
– 
Primerj 
Kisl. 
Razkl. 80,1 70,3 45,1 0,3 15,1 114,7 37,3 33,3 32,4 24,4 20,6 13428,2 5903,7 
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Slika 18: Grafični prikaz vsebnosti kovin v razklopu istega vzorca – lubje 1 (kislinski razklop nad gorilnikom) 
Za primer Mn 259,372 nm smo izračunali nekaj parametrov validacije. Rezultati so 
podani v preglednici 8. S tem smo dokazali, da so meritve vsebnosti kovin za Mn 
znotraj intervala zaupanja pri 95 % zanesljivosti. Glede na te podatke, sklepamo da 
je metoda za določanja Mn natančna. Glede na sliko 10 je razvidno dobro ujemanje 
med paralelkami vzorcev.   
Preglednica 8: SD, RSD in Interval zaupanja za Mn (259,372 nm) pri delni validaciji metode 
Ponovitev 
Vsebnost kovine (Mn 259,372 nm) v 
mg/kg vzorca 
R1 35,77 
R2 35,65 
R3 36,01 
R4 37,30 
Povprečje (%) 36,18 
SD (%) 0,76 
RSD (%) 2,10 
Interval zaupanja meritev pri 95 % 
zanesljivosti 
n = 4, t tabulated (0,05; n-1) = 3,182 
34,97 – 37,39 
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4.4.2 Interval zaupanja 
 
Interval zaupanja smo izračunali po spodnji enačbi: 
c = ± 
t∗s
√𝑛
 
c – meja zaupanja  
t – vrednost iz tabele; ttab=3,182 
s – standardni odklon 
n – število meritev  
Prostostne stopnje: v = n - 1 = 3 
Stopnja zanesljivosti: 95 %  
4.4.3 Selektivnost metode 
 
Selektivnost metode je bila določena z meritvami vsebnosti kovine pri treh 
raztopinah slepe vrednosti.  
Preglednica 9: Rezultati za selektivnost metode za primer Mn 259,372 nm 
 
Vzorec – meritev Mn 259,372 nm 
 
Koncentracija 
(µg/L) 
1 slepa raztopina  0,12 
2 slepa raztopina 0,11 
3 slepa raztopina 0,12 
Povprečje 0,12 
Standardna deviacija - SD  0,16 
 
Glede na kriterij selektivnosti (SD slepe vrednosti je manj kot 0.2) je metoda 
selektivna. Ponovljivost lahko presojamo s pomočjo relativnih standardnih odmikov 
posameznih elementov.  
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4.4.4 Meja detekcije 
 
Meje detekcije in kvantifikacije smo izračunali po enačbah iz teorije. Najprej smo iz 
meritev slepe vrednosti izračunali srednjo vrednost koncentracije slepe vrednosti in 
nato standardno deviacijo slepe vrednosti.  
Xb1 je srednja vrednost koncentracije slepe vrednosti in Sb1 je standardna deviacija 
slepe vrednosti. 
LOD=Xb1 + 3Sb1 
LOQ=Xb1 + 10Sb1 
Preglednica 10: Izračunane meje detekcije in kvantifikacije nekaterih kovin 
Element  Valovna dolžina 
[nm]  
cLOD [μg/L]  cLOQ [μg/L]  
Mn 259,4 0,6 1,8 
Al 396,2 2,7 8,0 
Ba 493,4 1,3 2,7 
Ca 393,4 41,6 52,7 
Cu 324,8 7,4 14,0 
Fe 238,2 9,3 12,8 
Sr 407,8 2,5 3,1 
Zn 213,9 15,7 17,3 
K 766,5 15,8 28,2 
Mg 280,3 7,2 10,9 
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4.4.5 Diksonov test za iskanje ubežnika 
 
Dixonov Q test je postopek za identifikacijo in zavrnitev ubežnika v zelo majhnih, 
normalno porazdeljenih podatkovnih nizih. Majhni podatkovni nizi so opredeljeni 
med 3 in 7 postavkami. 
Qexp = 
X2−X1 
𝑋𝑛−𝑋1
 
X1 = najnižja vrednost seta 
X2 = druga najnižja vrednost seta 
Xn = najvišja vrednost seta 
Dobimo Qexp vrednost, ki jo nato primerjamo s Qstat pri določenem število vzorcev in 
alfa nivoju.  
Z Diksonovim testom za iskanje ubežnika smo preverili ubežnika pri Cu 324,754. 
Preglednica 11: Vsebnost Cu 324.754 (v mg/kg vzorca) pri MW in kislinskem razklopu 
  
masa 
vzorca 
(v mg) 
Cu 324,754 
nm 
1 lub MW 102,4 15,9 
lub 1.1 – 
Primerj 
Kisl. Razkl. 
124,7 13,2 
lub 1.2 – 
Primerj 
Kisl. Razkl. 
95,4 12,5 
lub 1.3 – 
Primerj 
Kisl. Razkl. 
117,2 14,8 
lub 1.4 – 
Primerj 
Kisl. Razkl. 
80,1 15,1 
 
Qexp= 0,19 
Qstat= 0,71 (95% zanesljivosti, 5 vrednosti).  
Ugotovili smo da pri Cu 324,754 nm ni ubežnika, saj ne velja predpis Qexp > Qstat. 
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Preglednica 12: Vsebnost analiziranih kovin v vzorcih 1 – 47 lubje in 1 – 47 poganjki.  
Rezultati so podani v mg/kg vzorca 
  Al 
396,152 
Ba 
493,408 
Ca 
393,366 
Cr 
267,716 
Cu 
324,754 
Fe 
238,204 
Mn 
259,372 
Na 
589,592 
Sr 
407,771 
Zn 
202,548 
K 
766,491 
Mg 
280,270 
1 lub 409,6 52 12612,7 71,6 19,3 519,3 45,8 393,8 32,5 14,7 17861 7373,7 
2 lub  329,3 48,7 12986,4 42,1 15,2 409,1 39,1 333,1 39 10,4 12675 8324,5 
3 lub  217,4 34,5 9318 56,6 9,9 426,9 33,1 334,2 37,5 7,5 6593,5 5549 
4 lub 226,9 52,5 13937,7 63,7 11,1 479,5 40,6 551,4 45,3 3,6 9313,3 7467,9 
5 lub 191,6 57,1 9254,5 59,2 22,6 400,1 48,4 433,6 35,8 11,7 18107 5678,9 
6 lub 81,1 73,4 9687,8 113 24,4 529,5 37,1 642,3 19,5 6,4 19109 3595,1 
7 lub 150,4 99,1 8394,5 36,9 18,2 291,4 67,4 585 23 11 22475 3915,3 
8 lub 119,7 132,3 10090,6 43,7 15,9 294,5 52,7 401,5 29,5 11 19561 5322,6 
9 lub 156,9 84,2 8747,1 43,2 22,3 322,6 73,5 334,5 23,2 13,2 25757 4304,3 
10 
lub 
263,1 76,6 8491,7 34,3 20,2 360,6 77,5 275,4 23 12 23072 3770,4 
11 
lub  
303 71,3 9763 41 19,4 429,1 97,4 319,2 19,9 6,9 24432 3935,3 
12 
lub 
314,3 89,7 12672,5 48,6 20,5 461,4 53,7 443,8 24,8 9,2 20091 4594,2 
13 
lub  
138,9 69,3 9230,8 10,3 16,3 187,9 33,9 299,5 21,3 0 19949 2511,6 
14 
lub 
253,4 58 8456,3 11,1 10,7 263,8 80,5 371,7 24,2 6,2 20324 2740,7 
15 
lub  
181,1 57,3 9144,5 14,4 7,8 184,3 23,4 194,3 18,5 4 17571 4039 
16 
lub  
224,9 47,2 7665,3 12,6 17,7 234,1 25,1 82,8 16,4 5,1 22632 3725,4 
17 
lub  
209,5 44,8 6041,3 7,3 12,8 185,8 18,4 252,7 14,7 4,6 19721 3108,5 
18 
lub 
228,3 107,6 8904,2 19,7 11,8 213,2 33,2 386,6 20,4 25,5 26983 3553,3 
19 
lub  
194,5 59,2 8100,4 8 16,4 165,4 26,7 228,1 16,7 13,5 22825 3970,5 
20 
lub  
226,4 81,5 8994,6 16,1 16,5 222 115 129,6 25,3 21,7 17873 5206,7 
21 
lub  
216,8 44,1 8203,3 13,8 17,7 220,5 107,7 106,7 28,2 19,6 21717 3476,6 
22 
lub  
169,6 33,5 7612 4,5 16,9 158,9 26,7 135,9 13,9 9,7 21127 5031,7 
23 
lub  
125,1 30,3 7950,7 8,1 15,4 140 17,4 264,6 16,3 3,5 19217 2797,3 
24 
lub 
332 76,8 11230,1 11 18,1 287,7 77,6 118,2 34,1 10,6 22061 4046,6 
25 
lub  
243,9 36,8 7699,6 10,4 15,1 203,9 235 94 16,3 9,3 20013 3343 
26 
lub  
282,2 27 9973,5 8,1 11,8 219,3 102,2 131,5 24,5 5,7 16699 4131,9 
27 
lubje 
171,4 61,8 6413,9 5 10,2 185,1 63 94,1 14,8 11,9 17297 2645,4 
28 
lubje 
319,9 67,2 7105,4 8,8 17,3 302,8 160 120,2 26,4 31,6 21039 3575,9 
29 
lubje 
181,3 97,2 10032,6 11,3 16,2 186,6 48,9 137,9 19 11,7 16305 4182,2 
30 
lubje 
153 87,4 9997,9 7,2 10,1 128,3 69,9 103,7 28,4 21,2 12044 2217,2 
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31 
lubje 
199,1 60,4 10573,5 2 10 181,6 49,7 266,9 41,5 22,7 12021 2832,4 
32 
lubje 
161,3 63,8 9281,5 1,6 6,7 155,3 39,3 77,4 26,3 15 12840 2375,1 
33 
lubje 
127,1 56,7 12342,5 1,3 9,6 108,7 36,9 113,6 37,4 16,5 12813 2345,1 
34 
lubje 
113,7 58,6 11599,7 1,6 8,5 113,8 36,5 95,9 37,4 18,5 12903 2590,4 
35 
lubje 
209,7 56,2 13595,1 0 7,4 191,4 166,9 111,8 27,9 21 18667 2846,4 
36 
lubje 
161,3 36,2 9412,4 0,5 7 167,9 81,4 218,5 21,5 24 16289 3573,7 
37 
lubje 
207,8 43,9 7322,4 1,7 20,1 176,8 120,2 155,1 27,8 28,7 16833 4021,4 
38 
lubje 
244,2 40,3 11244,2 1,5 9,5 210,8 124,4 149,6 35,3 13,2 11260 3249 
39 
lubje 
142,2 78,8 7551,4 1,8 8,4 117,7 85,6 158 23,8 25,7 13832 3074,5 
40 
lubje 
211,1 43,4 7156 1,7 24,8 164,2 59,3 132,6 27 34,8 20321 5329,7 
41 
lubje 
223,9 62,5 12449 2,1 14 194,7 61,8 173,7 50,6 21,9 16094 5223,7 
42 
lubje 
127,7 44,4 8790 1,7 12,7 102,1 32,9 174,2 22,7 18,3 19664 2251,5 
43 
lubje 
206,3 68,1 10686,9 1,6 12,7 178,1 100,5 83,3 37,9 16,9 16490 3788,5 
44 
lubje 
150 89,3 11722 1,1 8,1 113,8 62,5 148,4 41 15,2 17707 2431,4 
45 
lubje 
163,3 56,5 11179,7 1,5 7,8 137,6 61,7 130,5 36 21 17270 3207,2 
46 
lubje 
151,7 51,1 9027,2 1,2 18,4 163,2 58,8 100 17,5 27,1 17615 3892,7 
47 
lubje 
144,9 47,9 8592,7 1 16,6 163 55 193,3 17,1 24,8 16609 3828,6 
1 pog 55,6 27,5 6134,9 0,6 8,4 55,8 10,2 51,9 16 18 6978,3 1849,4 
2 pog 40,8 22,3 6645,1 0 6,3 44,5 9,2 62,3 20,8 23 3348,1 2499,7 
3 pog 54,2 17,7 7047,8 0,3 8,1 45,6 9,7 69,5 23,7 21,4 3242,4 1910,6 
4 pog  54,8 23,5 5624,3 0 6,2 54 15,3 43,8 20,9 14 5897,8 3065,5 
5 pog 92 41,1 5051,1 0,4 13,9 68,8 14,9 39 22,2 22,4 6465,6 2689 
6 pog 37,5 46,2 5559,4 0 8,3 30,5 14,3 37,5 12,8 14,2 8180,5 1443,2 
7 pog 40,7 70,9 6497,4 0,3 8,7 42,6 40,1 71,6 18,9 21,5 11694 1928,6 
8 pog 33,2 62,3 5312,1 0,5 5,8 30,6 17,9 31,6 16,7 14,6 9448,2 1853,5 
9 pog 49,3 48,4 4657,3 0,1 9,1 31,5 45 48,8 12,9 23,1 10444 1567 
10 
pog 
47,9 50,7 6466,2 0,9 7,1 34,9 45,9 60,6 17,6 26,8 10900 1930,2 
11 
pog 
47,1 60,2 6909,2 0,1 12,5 45,6 47,1 186 14,4 25,6 13007 1567,1 
12 
pog 
42,2 50 5684,1 0 8,7 50,4 21,3 81,2 12,6 14,7 11138 1491,1 
13 
pog 
35,5 59,8 7098,8 0 7,8 37,3 31,9 141,8 16,1 27,6 13213 1255,1 
14 
pog 
39,6 32,2 4631,3 0 6,7 46,7 49,4 64 14,3 7 12966 1237,7 
15 
pog 
31,9 25,3 3672,3 0 1,1 24,4 13,8 24,8 8,5 10,2 7236,2 1761,2 
16 
pog 
70,9 28,2 4908,1 0,7 12,2 49,1 17,8 55,8 10,3 9,4 10559 2478,1 
17 
pog 
38,1 51,3 3692 0 6,6 24,1 18,7 101 9,2 36,5 9433,7 1125,4 
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18 
pog 
28,6 33,9 3302 0,4 3,3 28,9 11,1 55,1 8,4 8,1 9319,8 1201,5 
19 
pog 
47,8 46,7 5887,7 0 8,2 43,9 17,8 53,1 12,5 25,1 12288 1509,6 
20 
pog 
59,5 40,7 3900,4 0,2 7,6 32,4 25,9 221,1 12,8 27,1 5680,9 1788,5 
21 
pog 
42,6 27,1 4578,8 0,3 5,1 24 39,7 137,6 18,9 20,7 7094,7 1008,7 
22 
pog 
48,1 28,1 5528 0,2 6,5 35,8 12,4 28,1 12,1 27,1 9261,1 2223,9 
23 
pog 
43,4 26,1 6369,4 0,9 8,8 37,7 14,4 51,3 13 17,3 10114 1445,2 
24 
pog 
28,6 49,6 3992,7 0 6,5 30,9 30,3 23,1 11,7 19 10825 1261,4 
25 
pog  
32 16,9 3257 0,6 4,8 19,6 34,9 35,7 7,8 18,4 8121,5 1031,4 
26 
pog 
41,8 14,9 4539,8 0,4 5,4 30,5 38,1 53,7 12,5 19,3 8793,6 1900,8 
27 
pog 
37 27,6 2608,4 0 8,4 28,3 22,3 214,4 7,4 11,6 6918,6 912,6 
28 
pog 
25 30,8 3716,3 0 11,1 27,9 34,8 139,4 14,1 24,2 10890 1108,2 
29 
pog 
50,7 74,3 5662,9 0 7 32,7 28,1 512,1 13,4 19,1 9492,1 1021,9 
30 
pog 
46,5 58,1 5899,9 0 9,4 36,3 23,8 119,2 17,6 37 8072,5 1647,1 
31 
pog 
36,9 51 5973,3 0 8,5 31,6 26,6 263,3 23,1 20,8 6883,9 1371,1 
32 
pog 
48,5 52,1 7549,8 0 5,6 39 12,4 104,4 21,1 26,3 6312,3 908,3 
33 
pog 
47,8 54,3 5823,4 0,7 6,9 40,1 12,7 472,5 18,5 22,8 6025,4 1144,3 
34 
pog 
42,5 63,7 6923,1 0 3,3 36,1 9,8 39,5 21,1 17,6 5655,5 920,6 
35 
pog 
28,4 21,9 5141,3 0,1 3,5 20,3 25,9 409,5 12,2 10,8 6531,2 836,3 
36 
pog 
39,7 31 5417,7 0,2 4,9 25 35,1 83,5 12,6 28,7 10329 1250,7 
37 
pog 
35,7 54 3353,5 0 10,3 32,4 25,1 41,8 13,8 23,5 6174,6 1424,9 
38 
pog 
63,6 53,9 4386,8 0 3,6 48,5 49,3 25 16,7 15,2 7017,7 901,5 
39 
pog 
27,7 46,5 4793,3 0 5,4 24,2 45,5 46,7 14,7 17,4 6611,7 1262 
40 
pog 
48,7 101,6 3240,1 0,3 14,2 24,1 29,7 57 13,6 26,5 10107 1797,2 
41 
pog 
49,4 57,1 4825,5 0 4,8 31,5 22,1 249,4 22,1 16,4 7844,3 1844,8 
42 
pog 
43,1 87,2 6386,1 0 13,1 39,6 25,5 85 18,8 35,7 10924 727,3 
43 
pog 
41,5 37,5 6912,8 0 7,7 40,2 48,6 36,4 26 25,1 9368,4 1832,6 
44 
pog 
68,5 65,6 8275,2 0,3 5 50,3 44,6 26,5 24,9 22,5 9746,2 1036,1 
45 
pog 
0 25,7 6511,3 0,4 6,1 29,6 57 29,5 16,7 27 9352,3 1232,1 
46 
pog 
5,8 26,8 8691,8 0,3 2,6 24,8 22,9 46,3 7,1 12,5 5838,3 907,5 
47 
pog 
0 30,4 4859,3 0,2 15,5 30,3 13,5 21,3 11,2 29,7 9130,8 1329,9 
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Slika 19: Prikaz vsebnosti kovin za lubje 1 - 26 
 
Slika 20: Prikaz vsebnosti kovin (Na, K, Ca, Mg) za lubje 1 - 26 
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4.5 Primer izračuna korelacijskega koeficienta  
 
4.5.1 Korelacija vsebnosti Fe in Al v različnih delih bezga 
 
Preučili smo korelacijo med Al in Fe v različnih delih bezga (Vsebnosti kovin vzete 
iz Preglednica 4). Dobili smo korelacijski koeficient 0,83 kar pomeni da je močna 
povezanost med tema dvema elementoma (če ima Y tendenco po naraščanju ko X 
naraste, potem bo Spearman-ov korelacijski koeficient pozitiven). Koeficient lahko 
zavzame vrednosti med -1 in 1. Bližje kot je povezanost eni izmed teh vrednosti 
močnejša je monotona povezanost.  
 
Preglednica 12: Korelacije Fe in Al v različnih delih bezga. 
  
mg/kg 
vzorca 
  Vrstni 
red Razred d d2 
  
76 
Vsota d2 
  
Al  Fe 
238,204         numerator 456 396,152 
4/16 
Lubje 
290,97 244,00 1 1 0 0 n 14 
4/16 
Lubje 
284,09 234,72 2 2 0 0 n3 2744 
Testne 
korenine 
276,47 210,21 3 5 -2 4 num 2730 
Testne 
korenine 
268,52 227,29 4 3 1 1 r 0,83 
Testni 
listi 
100,99 170,18 5 6 -1 1 r2 0,69 
Testni 
listi 
74,90 114,28 6 7 -1 1 
  
Snigra 
BB Peclji 
46,52 94,95 7 8 -1 1   
Snigra 
BB Peclji 
38,86 77,53 8 9 -1 1   
3/8 
Socvetja 
34,68 69,02 9 10 -1 1   
3/8 
Socvetja 
27,47 66,47 10 11 -1 1   
D 103 C 
Jagode 
21,22 43,77 11 12 -1 1   
D 103 C 
Jagode 
8,69 223,07 12 4 8 64   
Testni 
poganjki 
2,58 34,27 13 13 0 0 
  
Testni 
poganjki 
0 20,50 14 14 0 0   
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4.5.2 Korelacija Al v 1 – 47 lubje in 1 – 47 poganjki 
 
Pri preučevanju Al 1-47 vzorcev lubja in poganjka smo izračunali korelacijski 
koeficient r=0,15, kar pomeni šibko korelacijo. Izračunali smo še faktorje korelacije 
pri enakih križancih – primer 14 – 20 za primer kovin Al v lubju in bezgu. Korelacija 
je bila zelo nizka okoli 0,10. Kar pomeni da če je v lubju več Al ne pomeni, da ga bo 
več tudi v poganjkih. Rezultat je skladen s pričakovanji, saj kovine pridejo na lubje 
tudi iz okolja.  
Izračun smo opravili po spodnji formuli: 
𝑟𝑠 = 1 −  
6 ∑ 𝐷𝑖2
𝑛
𝑖=1
𝑛(𝑛2 − 1)
 
 
Preglednica 13: Pregled korelacije Al 1 - 47 v vzorcih lubja in poganjkov 
Al 
396.152 
  
c (Al) v 
poganjkih 
Vrstni 
red 
Razred       d   d2 
  
   
  c (Al)               
v lubju 
1 lub 409,57 1 pog 55,6 1 6 -5 25 Vsota d2 14711 
24 lub 331,98 
24 
pog 
28,6 2 41 -39 1521 Num. 88266 
2 lub  329,26 2 pog 40,76 3 27 -24 576 n 47 
28 lubje 319,91 
28 
pog 
24,98 4 44 -40 1600 n3 103823 
12 lub 314,25 
12 
pog 
42,19 5 24 -19 361 num 103776 
11 lub  302,98 
11 
pog 
47,12 6 18 -12 144 
r 
r2 
0,15 
0,02 
26 lub  282,24 
26 
pog 
41,78 7 25 -18 324 
  
10 lub 263,07 
10 
pog 
47,87 8 15 -7 49   
14 lub 253,41 
14 
pog 
39,63 9 30 -21 441   
38 lubje 244,21 
38 
pog 
63,65 10 4 6 36 
  
25 lub  243,90 
25 
pog  
31,98 11 38 -27 729 
  
18 lub 228,29 
18 
pog 
28,64 12 40 -28 784 
  
4 lub 226,91 4 pog  54,79 13 7 6 36 
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20 lub  226,43 
20 
pog 
59,53 14 5 9 81 
  
16 lub  224,91 
16 
pog 
70,91 15 2 13 169 
  
41 lubje 223,87 
41 
pog 
49,37 16 10 6 36 
  
3 lub  217,4 3 pog 54,15 17 8 9 81 
  
21 lub  216,77 
21 
pog 
42,61 18 22 -4 16 
  
40 lubje 211,12 
40 
pog 
48,72 19 12 7 49 
  
35 lubje 209,65 
35 
pog 
28,43 20 42 -22 484 
  
17 lub  209,52 
17 
pog 
38,13 21 31 -10 100 
  
37 lubje 207,83 
37 
pog 
35,7 22 35 -13 169 
  
43 lubje 206,27 
43 
pog 
41,49 23 26 -3 9 
  
31 lubje 199,05 
31 
pog 
36,91 24 34 -10 100 
  
19 lub  194,46 
19 
pog 
47,81 25 16 9 81 
  
5 lub 191,63 5 pog 91,98 26 1 25 625 
  
29 lubje 181,29 
29 
pog 
50,75 27 9 18 324 
  
15 lub  181,05 
15 
pog 
31,95 28 39 -11 121 
  
27 lubje 171,4 
27 
pog 
37,01 29 33 -4 16 
  
22 lub  169,56 
22 
pog 
48,06 30 14 16 256 
  
45 lubje 163,26 
45 
pog 
0 31 46 -15 225 
  
32 lubje 161,31 
32 
pog 
48,47 32 13 19 361 
  
36 lubje 161,28 
36 
pog 
39,74 33 29 4 16 
  
9 lub 156,95 9 pog 49,3 34 11 23 529 
  
30 lubje 152,96 
30 
pog 
46,51 35 19 16 256 
  
46 lubje 151,73 
46 
pog 
5,78 36 45 -9 81 
  
7 lub 150,38 7 pog 40,7 37 28 9 81 
  
44 lubje 149,96 
44 
pog 
68,52 38 3 35 1225 
  
47 lubje 144,86 
47 
pog 
0 39 46 -7 49 
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39 lubje 142,24 
39 
pog 
27,75 40 43 -3 9 
  
13 lub  138,94 
13 
pog 
35,46 41 36 5 25 
  
42 lubje 127,68 
42 
pog 
43,08 42 21 21 441 
  
33 lubje 127,06 
33 
pog 
47,79 43 17 26 676 
  
23 lub  125,11 
23 
pog 
43,44 44 20 24 576 
  
8 lub 119,67 8 pog 33,17 45 37 8 64 
  
34 lubje 113,67 
34 
pog 
42,45 46 23 23 529 
  
6 lub 81,097 6 pog 37,5 47 32 15 225   
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4.5.3 Korelacija kalija v lubju (27 – 45) in poganjkih (27 – 45) 
 
Preučili smo korelacijo K v lubju v vzorcih 27 – 47 in poganjkih 27 – 47. Iz spodnje 
preglednice vsebnost K v lubju in v poganjkih smo izračunali zmerno medsebojno 
korelacijo, kar dejansko pomeni, da glede na rezultate K v vzorcih lubja in poganjkov 
ne moremo sklepati glede medsebojne povezanosti. Tekom statistične obdelave 
smo ugotovili da bi bilo smiselno delati tudi statistično obdelavo glede vpliva 
določene kovine na izražanje proteinov.  
Preglednica 14: Korelacija K v lubju (27 - 45) in poganjkih (27 - 45) 
 
  
 
  
Vrstni 
red 
Razred d d2 
  
K 
766.491 
K 766.491 
LUBJE POGANJKI 
28 lubje 21038,47 28 pog 10889,80 1 2 -1 1 
num sum 
d2 
520 
40 lubje 20320,49 40 pog 10106,75 2 4 -2 4 num  3120 
42 lubje 19663,52 42 pog 10923,81 3 1 2 4 n 19 
35 lubje 18666,99 35 pog 6531,15 4 15 -11 121 n3 6859 
44 lubje 17706,61 44 pog 9746,19 5 5 0 0 r 0.545123 
27 lubje 17296,83 27 pog 6918,57 6 12 -6 36 
  
45 lubje 17269,81 45 pog 9352,34 7 8 -1 1 
  
37 lubje 16833,28 37 pog 6174,62 8 17 -9 81 
  
43 lubje 16490,07 43 pog 9368,42 9 7 2 4 
  
29 lubje 16304,96 29 pog 9492,08 10 6 4 16 
  
36 lubje 16288,55 36 pog 10328,51 11 3 8 64 
  
41 lubje 16094,19 41 pog 7844,27 12 10 2 4 
  
39 lubje 13831,89 39 pog 6611,71 13 14 -1 1 
  
34 lubje 12902,81 34 pog 5655,46 14 19 -5 25 
  
32 lubje 12839,9 32 pog 6312,27 15 16 -1 1 
  
33 lubje 12812,61 33 pog 6025,37 16 18 -2 4 
  
30 lubje 12044,43 30 pog 8072,51 17 9 8 64 
  
31 lubje 12020,94 31 pog 6883,86 18 13 5 25   
38 lubje 11259,7 38 pog 7017,69 19 11 8 64   
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4.6 Kruskal – Wallisov test 
 
Primerjali smo vpliv izvedbe dveh neodvisnih vrst razklopov z vsebnostjo kovin. 
Predpostavka je, da vrsta razklopa vpliva na koncentracijo kovin. Kot prvi razklop 
smo vzeli kislinski razklop nad gorilnikom v primerjavi z mikrovalovnim kislinskim 
razklopom (Vzorec št. 1 lubje mikrovalovni razklop v primerjavi z vzorcem lubje št. 1 
kislinski razklop).  
H0: Vrsta razklopa vpliva na koncentracijo kovin 
H1: Vrsta razklopa ne vpliva na koncentracijo kovin 
Preglednica 15: Prikaz vsebnosti kovin pri različnih razklopih 
  
masa 
vzorca 
(v mg) 
Al 
396.152 
Ba 
493.408 
Cr 
267.716 
Cu 
324.754 
Fe 
238.204 
Mn 
259.372 
Sr 
407.771 
Sr 
421.552 
Zn 
202.548 
Zn 
213.857 
K 
766.491 
Mg 
280.270 
1 lub MW 102,4 91,8 44,1 0 15,9 109,0 36,7 28,8 29,2 15,3 21,1 17373,7 6037,2 
lub 1.1 – 
Primerj 
Kisl. Razkl. 124,7 91,0 43,4 0,1      13,2 120,4 35,8 23,6 23,3 22,8 21,1 14597,4 5852,6 
lub 1.2 – 
Primerj 
Kisl. Razkl. 95,4 77,6 44,9 2,1 12,5 125,0 35,7 
       
21,9 21,3 22,2 20,1 13861,8 5951,1 
lub 1.3 – 
Primerj 
Kisl. Razkl. 117,2 98,1 45,4 1,1 14,8 124,6 36,0 
            
26,4 26,2 24,3 22,8 14577,5 6087,5 
lub 1.4 – 
Primerj 
Kisl. Razkl. 80,1 70,3 45,1 0,3 15,1 114,7 37,3 33,3 32,4 24,4 20,6 13428,2 5903,7 
 
𝐻 = ( 
12
𝑛(𝑛 + 1)
∑
𝑇𝑗
𝑛𝑗
𝑐
𝑗=1
 ) − 3 (𝑛 + 1) 
 
n = število vzorcev 
Tj = vsota razdelitve parov glede na pripadajočo številko v zaporedju koncentracij  
Nj = število vzorcev v enem setu 
H = 0,0133 
Prostostna stopnja = 1 
Pri Htab(stat, 0.990) = 0.00016; H (stat) < H – hipotezo zavržemo 
Torej ugotovili smo da vrsta kislinskega razklopa nad gorilnikom ali mikrovalovnega 
razklopa ne vpliva na vsebnost kovin. 
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5 Zaključek  
 
V prvem delu magistrske naloge smo uspešno določili vsebnost kovin pri kislinskem 
razkroju v različnih delih bezga. Vsebnost kovin smo določili v dveh paralelkah in 
dobili dobro ujemanje znotraj posameznih paralelk. Kovine smo analizirali s tremi 
tehnikami ICP-MS, ICP-OES in AAS in ugotovili dobro ujemanje v vsebnosti kovin 
pri različnih analiznih metodah med večino elementov. Vse metode so pokazale 
enak trend v vsoti koncentracije analiziranih kovin v različnih delih bezga (primer: 
vsebnost K, Ca in Mg v bezgu je najnižja v poganjkih, kar smo dokazali s tremi 
spektroskopskimi metodami). Koncentracija analiziranih elementov v bezgu (D 103 
C Jagode) je padala v naslednjem vrstnem redu: K > Ca > Mg > Fe > Al > Mn > Ba 
> Zn > Cu > Sr. Podatki vrstnega reda padajoče koncentracije kovin so primerljivi s 
podatki v literaturi pri preučevanju elementne sestave plodov različnih vrst črnega 
bezga. 
V drugem delu magistrske naloge smo uspešno določili vsebnost kovin v vzorcih 
različnih križancev, ki zajemajo tretje in četrte generacije medvrstnih križancev 
bezga, ki obsegajo kombinacije dveh, treh ali štirih speciesov. 
Z delno validacijo metode smo dokazali natančnost in selektivnost metode.  
S pomočjo statističnih metod smo preučevali korelacijo kovin in ugotovili: 
- Dobro korelacijo Fe in Al v različnih delih bezga (r=0,83).  
- Pri preučevanju Al 1–47 vzorcev lubja in bezga smo izračunali korelacijski 
koeficient r=0,15, kar pomeni šibko korelacijo.  
- Izračunali smo še faktorje korelacije pri enakih križancih – primer 14–20 za 
primer kovin Al v lubju in bezgu. Korelacija je bila zelo nizka okoli 0,10. Kar 
pomeni, če je v lubju več Al ne pomeni, da ga bo več tudi v poganjkih. Rezultat 
je skladen s pričakovanji, saj kovine pridejo na lubje tudi iz okolja.  
- Preučili smo korelacijo K v lubju v vzorcih 27–47 in poganjkih 27–47. Iz grafa 
vsebnosti K v lubju in v poganjkih je vidna zmerna medsebojna korelacija 
(r=0,55). 
Pri različnih povzorčenih rastlinah z enakim genetskim zapisom (enako starševsko 
strukturo), a z različnim genotipom zaradi genetske segregacije, nismo dokazali 
korelacije med kovinami. Se je pa razmerje vsebnosti kovin glede na prvi del 
magistrske naloge ohranilo. Torej še vedno je bila vsebnost kovin bistveno večja v 
lubju kot v poganjkih. Dokazali smo, da so boljše korelacije med podobno starševsko 
strukturo.  
Primerjali smo tudi rezultate MW razkroja in kislinskega razkroja in ugotovili dobro 
ujemanje pri vsebnosti kovinah v vzorcih bezga. S Kruskal-Wallis-ovim testom smo 
Marjanovič, D. 2019. Uporaba različnih spektroskopskih tehnik (ICP-MS, ICP-OES in AAS) pri določevanju 
kovin v bezgu 
Mag. nal., Ljubljana, UL FKKT, Magistrski študijski program kemija. 
 
48 
 
za primer lubje vzorec št. 1 ugotovili, da vrsta kislinskega razklopa nad gorilnikom 
ali mikrovalovnega razklopa ne vpliva na vsebnost kovin.  
Rezultati vsebnosti kovin so pokazali, da se plodovi bezga lahko uporabljajo kot 
funkcionalna hrana za preprečevanje in zdravljenje bolezni, ki so povezane s 
pomanjkanjem elementov v prehrani, saj kovine ne presegajo povprečne vrednosti 
dovoljenega dnevnega vnosa kovin. 
V nadaljnjih študijah bi lahko preučevali koncentracijo posameznih kovin v odvisnosti 
od izražanja lektina od S. nigra. Lektin je široko uporabljen v več eksperimentalnih 
kliničnih testih, zaradi lastnosti vezave ogljikovih hidratov in sposobnosti obarjanja 
glikoproteinov. Ima tudi vlogo zaščite DNA in sposobnost vezave toksičnih kovin. S 
pomočjo Kolmorogov-Smirov testa bi lahko s pomočjo primerjave dveh neodvisnih 
skupin raziskovali vpliv koncentracije določenih kovin na koncentracijo izražanja 
lektina. Raziskovanje bi lahko razširili tudi na različne genotipe bezga.  
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PRILOGA 
Preglednica 16: Rastline bezga vključene v analize 
Zap. št. Ime Okrajšava 
1 Sambucus nigra  NI 
2 S. nigra  NI 
3 S. nigra var. viridis VIR 
4 S. nigra var. laciniata LAC 
5 S. nigra ´Black Beauty´ BB 
6 S. javanica × S. nigra var. viridis JA × VIR 
7 (S. javanica × S. nigra) × S. nigra ´Black Beauty´C1 (JA × NI) × BB C1 
8 (S. javanica × S. nigra) × S. nigra ´Black Beauty´C1 (JA × NI) × BB C1 
9 (S. javanica × S. nigra) × S. nigra ´Black Beauty´C1 (JA × NI) × BB C1 
10 (S. javanica × S. nigra) × S. nigra ´Black Beauty´C1 (JA × NI) × BB C1 
11 (S. javanica × S. nigra) × S. nigra ´Black Beauty´C1 (JA × NI) × BB C1 
12 (S. javanica × S. nigra) × S. nigra ´Black Beauty´ (JA × NI) × BB 
13 (S. javanica × S. nigra) × S. nigra ´Black Beauty´ (JA × NI) × BB 
14 
((S. javanica × S. nigra) × S. nigra) × ((S. javanica × S. nigra) × S. 
nigra ´Black Beauty´) ((JA × NI) × NI) × ((JA × NI) × BB) 
15 
((S. javanica × S. nigra) × S. nigra) × ((S. javanica × S. nigra) × S. 
nigra ´Black Beauty´) ((JA × NI) × NI) × ((JA × NI) × BB) 
16 
((S. javanica × S. nigra) × S. nigra) × ((S. javanica × S. nigra) × S. 
nigra ´Black Beauty´) ((JA × NI) × NI) × ((JA × NI) × BB) 
17 
((S. javanica × S. nigra) × S. nigra) × ((S. javanica × S. nigra) × S. 
nigra ´Black Beauty´) ((JA × NI) × NI) × ((JA × NI) × BB) 
18 
((S. javanica × S. nigra) × S. nigra) × ((S. javanica × S. nigra) × S. 
nigra ´Black Beauty´) ((JA × NI) × NI) × ((JA × NI) × BB) 
19 
((S. javanica × S. nigra) × S. nigra) × ((S. javanica × S. nigra) × S. 
nigra ´Black Beauty´) ((JA × NI) × NI) × ((JA × NI) × BB) 
20 
((S. javanica × S. nigra) × S nigra ´Black Beauty´) × (S. javanica × 
(S. javanica × S. nigra)) ((JA × NI) × BB) × (JA × (JA × NI)) 
21 S. javanica × (S. javanica × S. ebulus) JA × (JA × EB) 
22 
((S. javanica × S. nigra) × S. racemosa) × ((S. javanica × S. nigra) 
× S. nigra ´Black Beauty´) ((JA × NI) × RAC) × ((JA × NI) × BB) 
23 
((S. javanica × S. nigra) × S. racemosa) × ((S. javanica × S. nigra) 
× S. nigra ´Black Beauty´) ((JA × NI) × RAC) × ((JA × NI) × BB) 
24 
S. javanica × (((S. javanica × S. nigra) × S. nigra) × S. racemosa 
var. miquelii) JA × (((JA × NI) × NI) × MIQ) 
25 
S. javanica × (((S. javanica × S. nigra) × S. nigra) × S. racemosa 
var. miquelii) JA × (((JA × NI) × NI) × MIQ) 
26 
S. javanica × (((S. javanica × S. nigra) × S. nigra) × S. racemosa 
var. miquelii) JA × (((JA × NI) × NI) × MIQ) 
27 
(S javanica × (S. javanica × S. racemosa var. miquelii)) × ((S. 
javanica × S. nigra) × S. nigra ´Black Beauty´) (JA × (JA × MIQ)) × ((JA × NI) × BB) 
28 
((S. javanica × S. nigra) × S. nigra ´Black Beauty´) × (S. javanica 
× S. racemosa var. miquelii) ((JA × NI) × BB) × (JA × MIQ) 
29 
((S. javanica × S. nigra) × S. racemosa subsp. sibirica) × (S. 
javanica × S. nigra) ((JA × NI) × SIB) × (JA × NI) 
30 S. javanica × S. cerulea No3 JA × CER No 3 C1 
31 S. javanica × S. cerulea No3 JA × CER No 3 C1 
32 S. javanica × S. cerulea No3 JA × CER No 3 C1 
33 S. javanica × S. cerulea No3 JA × CER No 3 C1 
34 S. javanica × S. cerulea No3 JA × CER No 3 C1 
35 S. javanica × (S. javanica × S. cerulea) JA × (JA × CER) 
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36 S. javanica × (S. javanica × S. cerulea) JA × (JA × CER) 
37 ((S. cerulea × S. nigra) × S. javanica) × (S. cerulea × S. nigra) ((CER × NI) × JA) × (CER × NI) 
38 (S. javanica × S. racemosa) × (S. cerulea × S. nigra) (JA × RAC) × (CER × NI) 
39 ((S. javanica × S. nigra) × S. cerulea) × S. racemosa var. miquelii  ((JA × NI) × MIQ) × (CER × MIQ) 
40 
((S. javanica × S. cerulea) × S. racemosa var. miquelii) × ((S. 
javanica × S. nigra) × S. cerulea) ((JA × CER) × MIQ) × ((JA × NI) × CER) 
41 
((S. javanica × S. cerulea) × S. racemosa var. miquelii) × ((S. 
javanica × S. nigra) × S. cerulea) ((JA × CER) × MIQ) × ((JA × NI) × CER) 
42 
((S. javanica × S. nigra) × S. racemosa subsp. sibirica) × S. 
cerulea ((JA × NI) × SIB) × CER 
43 
((S. javanica × S. nigra) × S. racemosa subsp. sibirica) × (S. 
javanica × S. cerulea) No3 ((JA × NI) × SIB) × (JA × CER) No 3 
44 
((S. javanica × S. nigra) × S. racemosa subsp. sibirica) × (S. 
javanica × S. cerulea) No3 ((JA × NI) × SIB) × (JA × CER) No 3 
45 
((S. javanica × S. nigra) × S. racemosa subsp. sibirica) × (S. 
javanica × S. cerulea) No3 ((JA × NI) × SIB) × (JA × CER) No 3 
46 
((S. javanica × S. nigra) × S. racemosa subsp. sibirica) × (S. 
javanica × S. cerulea) No3 ((JA × NI) × SIB) × (JA × CER) No 3 
47 
((S. javanica × S. nigra) × S. racemosa subsp. sibirica) × (S. 
javanica × S. cerulea) No3 ((JA × NI) × SIB) × (JA × CER) No 3 
 
 
 
 
